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(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON TRIFLUOR-3(R)-HYDROXYBUTTERSAUREDERIVATEN 

(57) Abstract 

The invention relates to a biotechnological method 
for producing trifluora-3(R>-hydroxybutyric acid deriva- 
tives of the general formula (I), where R^ represents -OR^, 
where R^ is hydrogen, Ci-io alkyl, Ci-io alkenyl. C3-8 cy- 
cloalkyl, aryl. alkoxyalkyl or alkoxyalkoxyalkyl; -NR^R^ 
where R^ and R^ are the same or different and represent 
hydrogen, Ci_io alkyl, Ci_io alkenyl, Cs-g cycloalkyl or 
aryl; or -SR^, where R^ represents hydrogen, Ci-10 alkyl, 
C]_io alkenyl, aryl or Css cycloalkyl, based on a triflu- 
oroacetoacctic acid derivative of the general formula (II), 
where R' has the meaning given above, by means of mi- 
cro-organisms which are able to reduce a carbonyl func- 
tion or by means of a cell-free enzyme extract of said 
micro-organisms. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird ein biotechnologis- 
ches Verfahren zur Herstellung von Tri- 
fluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen 
Fomiel (I), worin R'-OR^, worin R^ Wasserstoff, 
Ci_io-AlkyI, Ci-io-Alkenyl, C3-8 Cycloalkyl, Aryl, 
Alkoxyalkyl oder Alkoxyalkoxyalkyl ist, -NR3r4, worin R3 und R^ gleich oder verschieden sind und fOr Wasserstoff, Ci_io-Alkyl, 
Ci-io-Alkenyl, C3-«-Cycloalkyl oder Aryl stchcn, oder -SR^, worin R^ Wasserstoff, Ci-io-Alkyl. Ci-io-Alkenyl. Aryl oder 
C3_8-Cycloalkyl ist, bedeutct, ausgehend von einem Trifluoracetessigsaurederivat der allgemeinen Formel (II), worin R^ die genannte 
Bedeutung hat, mittels Mikroorganismen, die befahigt sind, eine Carbonylfunktion zu reduziercn oder mittels einem zellfreien Enzymextrakt 
dieser Mikroorganismen. 
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Verfaliren zur Herstclluiig von Triniior-3(R)-hydroxybuttersaiirederivaten 



Die Erfindung betritTt ein neues biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von Trifluor- 
3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen Formel 

5 




Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivate wie 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaure- 
ethylester sind wichtige Zwischenprodukte zur Herstellung von Pharmazeutika wie 
10 beispielsweise zur Herstellung von Befloxatone, einem Monoaminoxidase-A-Inhibitor 
(EP-A-0 736 606). 

Zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureester sind bereits mehrere 

biotechnologisches Verfahren bekannt 
15 Guerrero, A. & Raja, E. (Bioorganic Chemistry Letters 1(12), 675 - 678) beschreiben ein 

mikrobiologisches Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaure- 

ethylester ausgehend von dem entsprechenden Racemat mittels Saccharomyces cerevisae. 

Dabei wird das gewlinschte Produkt in schlechter Enantiomeren-Reinheit erhalten. 

Die EP-A-0 736 606 beschreibt ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von 
20 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von 4,4,4-Trifluor-3- 

hydroxybuttersaureethylester mittels der Lipase Novozym 435. Nachteilig bei diesem 

Verfahren ist die massige Ausbeute an dem gewoinschten Produkt. 

Die EP-A-0 577 446 umfasst ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellung von optisch 
25 aktivem 4,4,4-Trifluor-3-hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von dem entsprechenden 
racemischen Ester mittels Lipasen. Nach diesem Verfahren wird das Produkt in geringer 
Ausbeute und in schlechter optischer Reinheit erhalten. 

Die WO 89/02 470 beschreibt ein Verfahren zur Herstellung von 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
30 hydroxybuttersaureethylester, ausgehend von racemischem 4,4,4-Trifluor-3-acyloxy- 
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buttersaureethylester mittels hydrolytischen Enzymen. Dabei wird jedoch das entsprechende 
Produkt nicht in enantiomerenreiner Form erhalten. 

Aufgabe der vorliegenden Erfmdung war es, ein biotechnologisches Verfahren zur Herstellunc 
von 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten zur Verftigung zu stellen, mit welchem 
das gewunschte Produkt in guter optischer Reinheit und mit guter Ausbeute isoliert werden 
kann. 

Diese Aufgabe wird mit dem Verfahren nach Anspruch 1 gelost. 

Erfmdungsgemass wird das Verfahren derart durchgefiihrt, dass man ein Trifluoracetessig- 
saurederivat der allgemeinen Formel 

O O 

worin 

-OR^ worin R^ Wasserstoff, CMo-Alkyl, C-io-Alkeny!, Cj-gCycloalkyl, Aryi, 
Alkoxyaikyl oder Alkoxyalkoxyalkyl ist, 

-NR•'R^ worin R' und R"* gleich oder verschieden sind und fur WasserstofF, Cuo-AJkyl, 
Ci.io-Alkpnyl, C3.s-Cycloalkyl oder Aryl stehen, oder 

-SR^ worin R^ WasserstofF, Cuio-Alkyl, d-io-Alkenyl, Ar)d oder C3-8-CycIoalkyl ist, 
bedeutet, 

mittels Mikroorganismen, die befahigt sind eine Carbonylfiinktion zu reduzieren oder mittels 
einem zellfreien Enzymextrakt dieser iMikroorganismen, in die Verbindung der allgemeinen 
Formel 
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worin die genannte Bedeutung hat, uberfiihrt. 

Als Ci-io-Alkyl kann im folgenden eine verzvveigte oder unverzweigte primare, sekundare oder 
5 tertiare aliphatische Gruppe wie Methyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl, Butyl, Isobutyl, sec-Butyl, 
tert-Butyl, Pentyl, Isopentyl, sec-Pentyl, Hexyl, Heptyl, Octyl, Nonyl oder Decyl verwendet 
werden. Vorzugsweise bedeutet CMo-Alkyl, Ethyl, Propyl, Isopropyl oder Hexyl. 

Als Ci-io-Alkenyl konnen beispielsweise Ethenyl, Propenyl, Allyl and Butenyi verwendet 
10 werden. Vorzugsweise wird Allyl verwendet. 

Aryi bedeutet bevorzugt substituiertes oder unsubstituiertes Benzyl, Phenyl oder NaphtyL Als 
substituiertes Benzyl kann beispielsweise halogeniertes Benzyl wie Chlor- oder Brombenzyl 
verwendet werden. Vorzugsweise wird unsubstituiertes Benzyl eingesetzt. 

15 

Cj-g-Cycloalkyl bedeutet bevorzugt Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl, Cyclohexyl, 
Cycloheptyl oder Cyclooctyl, vorzugsweise Cyclohexyl. 

Alkoxyalkyl bedeutet bevorzugt d-rt-Alkoxyethyl wie Methoxyethyl und Ethoxyethyl, 
20 besonders bevorzugt Ethoxyethyl. 

Alkoxyalkoxyaikyl bedeutet bevorzugt 2-(2-C|.6-Alkoxy-ethoxy)-ethyl wie 2-(2-Methoxy- 
ethoxy)-ethyl und 2-(2-Ethoxy-ethoxy)ethyl, wobei letzteres besonders bevorzugt eingesetzt 
wird. 

25 

Bevorzugte Edukte sind demnach Trifluoracetessigsaureethyl-, TrifluoracetessigsaurepropyU, 
Trifluoracetessigsaureisopropyl- und Trifluoracetessigsaurehexyiester, Trifluoracetessigsaure- 
cyclohexylester, Trifluoracetessigsaurebenzylester, Trifiuoracetessigsaureethoxyethylester, und 
Trifluoracetessigsaureethoxyethoxyethylester. 

30 

ZweckmaBige Mikroorganismen, die befahigi sind, eine Carbonylfunktion zu reduzieren, sind 
beispielsweise Mikroorganismen, die ein exprimierbares Gen fur ein Enzym enthalten, das 
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befahigt ist eine Carbonylfunktion zu reduzieren, beispielsweise ein Enzym mit Reduktase- 
Aktivitat, insbesondere ein Gen fiir eine Aldehydreduktase, eine Alkoholdehydrogenase oder 
eine Ketonreduktase Die Enzyme, die befahigt sind, eine Carbonylfunktion zu reduzieren, 
konnen NADPH (P-Nikolinsaureamid-adenindinucleotidphosphat)-abhangig oder von anderen 
5 Cofaktoren abhangig sein. Vorzugsweise kommen Mikroorganismen mit NADPH-abhangigen 
Reduktionssystemen zum Einsatz. 

Zellfreie Enzymextrakte dieser Mikroorganismen konnen durch fachmannisch ubliche 
Methoden, beispielsweise durch French-Press-, Ultraschall- oder Lysozym-Methode, erhalten 
10 werden. 

Zvveckmassig wird die Biotransformation mittels Mikroorganismen durchgefuhrt, die eine 
AJdehydreduktase. insbesondere eine NADPH-abhangige Aldehydreduktase, enthalten. 

15 Mikroorganismen, die eine NADPH-abhangige Aldehydreduktase enthalten, wie 
Mikroorganismen der Spezies Sporobolomyces salmonicolor, sind bereits von Shimizu et al., 
1990, Applied and Environmental Microbiology, 56(8), 2374 - 2377 und Kataoka, M. et al., 
Biochimica et Biophysica Acta, 1122, 57-62 (1992), beschrieben. Diese Mikroorganismen 
konnen zum einen selbst fur das erfmdungsgemasse Verfahren eingesetzt werden, zum anderen 

20 als Ausgangsmaterial ftir die Konstruktion von Plasmiden und weiteren geeigneten 
Mikroorganismen dienen. 

Zweckmassig werden flir die Biotransformation rekombinante Mikroorganismen eingesetzt, die 
mit einem Gen codierend fiir ein Enzym, das befahigt ist eine Carbonylfunktion zu reduzieren, 
25 transformiert sind. Mikroorganismen, die mit einem solchen Gen transformiert sein konnen, 
sind beispielsweise Mikroorganismen der Gattung Escherichia, insbesondere der Spezies 
Escherichia coli, beispielsweise Escherichia coli JM109, Escherichia coli DH5 und Escherichia 
coli HBIOI. 

30 Bevorzugt befmdet sich das Gen mit der Reduktase-Aktivitat, beispielsweise eine Aldehyd- 
Reduktase, auf einem zur Transformation geeigneten Vektor, beispielsweis einem Plasmid, 
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zweckmaBig zusammen mit einem zur Expression des Gens geeigneten Promotor wie dem tac- 
Promotor (Ptac) 



Sofern die verwendeten Mikroorgansimen NADPH-abhangige Enzyme enthalten, wird die 
5 Biotransformation zweckmaBig in Gegenwart von NADPH durchgefuhrt. Das NADPH wird 
entweder direkt in den erforderlichen Mengen zugesetzt oder in situ hergestellt. Vorteilhaft 
wird das NADPH in situ hergestellt. Zu diesem Zweck wird die Biotransformation 
zweckmaBig in Gegenwart eines NADPH-Generators oder Regenerators durchgefuhrt, d.h. 
eines Enzyms, das die Bildung von NADPH aus dessen oxidierter Form, NADP", katalysiert. 
10 ZweckmaBig wird als NADPH-Generator oder -Regenerator eine Glucosedehydrogenase 
eingesetzt, beispielsweise Glucosedehydrogenase aus Bacillus megaterium. 

Zur Generation von NADPH bei der Biotransformation wird diese zweckmaBig in Gegenwart 
eines Mikroorganismus durchgefuhrt, der den NADPH-Generator exprimiert. Insbesondere 
15 werden hierzu rekombinante Mikroorganismen verwendet, die mit dem flir den NADPH- 
Generator codierenden Gen transformiert sind. Das Gen fur den NADPH-Generator befindet 
sich hierbei bevorzugt auf einem zur Transformation geeigneten Vektor, beispielsweis einem 
Plasmid, zweckmaBig zusammen mit einem zur Expression des Gens geeigneten Promotor wie 
dem tac-Promotor (Puc) 

20 

Ftir die Herstellung der Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivate der allgemeinen Forme! I mit 
einem ein zur* Reduktion einer Carbonylfiinktion befahigtes, NADPH-abhangiges Enzym, 
beispielsweise eine NADPH-abhangige AJdehyd-Reduktase, enthaltenden Mikroorganismus in 
Gegenwart eines NADPH-Generators konnen verschiedene Mikroorganismen eingesetzt 
25 werden, von denen einer zur Reduktion der Carbonylfunktion und einer zur Bildung von 
NADPH befahigt ist. Vorteilhaft enthalten die erfmdungsgemaB verwendeten, zur Reduktion 
einer Carbonylfunktion befahigten Mikroorgansimen aber bereits selbst ein fiir einen NADPH- 
Generator oder -Regenerator codierendes Gen, beispielsweise ein Gen codierend flir eine 
Glucosedehydrogenase 

30 

Vorteilhaft werden tur die Biotransformation rekombinante Mikroorgansimen eingesetzt, die 
mit einem fur ein NADPH-abhangiges Enzym, beispielsweise einem flir eine NADPH- 
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abhangige Aldehydreduktase codierenden Gen, und einem fiir einen NADPH-Generator oder 
-Regenerator, beispielsweise einem fur eine Glucosedehydrogenase codierenden Gen, 
transtbrmien sind. In einer moglichen Ausfuhrungsform befinden sich diese Gene zur 
Expression auf einem einzigen Plasmid. In einer weiteren Ausfiihrungsform liegen diese Gene 
5 auf verschiedenen, mireinander kompatiblen Plasmiden vor. 



Die Biotransformation kann also vorteilhaft mittels Mikroorganismen durchgefuhrt vverden, die 
enthalten: 

• mindestens einen Vektor, beispielsweise ein Plasmid, der ein Gen fur ein zur Reduktion 
iO einer Carbonylfunktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase-Gen, 

enthalt; 

• mindestens zwei Vektoren, beispielsweise Plasmide, von denen der eine ein Gen fiir ein zur 
Reduktion einer Carbonylfunktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase- 
Gen, und der andere ein Gen fiir einen NADPH-Generator oder -Regenerator, 

1 5 beispielsweise ein Glucosedehydrogenase-Gen; enthalt, oder 

• mindestens einen Vektor, beispielsweise ein Plasmid, der sowohl ein Gen fiir ein zur 
Reduktion einer Carbonylfunktion befahigtes Enzym, beispielsweise ein Aldehydreduktase- 
Gen, als auch ein Gen fiir einen NADPH-Generator oder -Regenerator, beispielsweise ein 
Glucosedehydrogenase-Gen; enthalt. 

20 

Vorzugsweise wird die Biotransformation mittels Mikroorganismen der Spezies E. coli JM109 
oder E. coli DH5, transformiert mit mindestens zwei Plasmiden enthaltend jeweils ein 
Aldehydreduktase- oder ein Glucosedehydrogenase-Gen, oder mittels Mikroorganismen der 
Spezies E. coli HBlOl oder E. coli DH5, transformiert mit mindestens einem Plasmid, welches 
25 beide Gene, das Aldehydreduktase- und das Glucosedehydrogenase-Gen enthalt, durchgefiihrt. 
Insbesondere wird die Biotransformation mit E. coli JM109 und E. coli DH5, enthaltend ein 
Aldehydreduktase- und ein Glucosedehydrogenase-Gen, durchgefiihrt. Selbstverstandlich kann 
die Biotransformation auch mit verschiedenen Mikroorganismen, die jeweils nur eines der 
genannten Gene enthalten, durchgefuhrt werden. 

30 

Fig. 1 zeigt die Struktur eines fiir die vorliegende Erfmdung geeigneten Plasmids, pKAR, das 
das Gen fijr die NADPH-abhangige Aldehyd-Reduktase aus Sporobolomyces salmonicolor 
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zusammen mit dem Promoter P^c und einer Ampicillin (Ap)-Resistenz als Selektionsmarker 
enthait. 

Fig. 2 zeigt die Struktur eines weiteren fur die voriiegende Erfindung geeigneten Plasmids, 
5 pKKGDH, das das Gen flir die Glucosedehydrogenase aus Bacillus megaterium zusammen mit 
dem Promoter P^c und einer Kanamycin (Km)-Resistenz als Selektionsmarker enthait. 

Der Mikroorganismus E. coli JM109, enthaltend das Plasmid pKAR mit einem Gen codierend 
flir die NADPH-abhangige Aldehydreduktase aus Sporobolomyces salmonicolor und das 

10 Plasmid pKKGDH mit einem Gen codierend fiir die Glucosedehydrogenase aus Bacillus 
megaterium, wurde am 16.12.1997 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH (DSMZ)» D-38I24 Braunschweig, Mascheroderweg lb, unter der 
Bezeichnung DSM 1 1902 gemass Budapester Vertrag hinterlegt. Der Mikroorganismen E. coli 
DH5, enthaltend die Plasmide pKAR und pKKGDH, wurde am 7.12.1998 bei der zuvor 

15 beschriebenen Hinterlegungsstelle unter der Bezeichnung DSM 12566 gemass Budapester 
Vertrag hinterlegt. 

Die Expression der Gene kann abhangig vom Expressionssystem erfolgen. Bei den 
erfmdungsgemaB bevorzugt verwendeten Expressionssystemen kann die Expression der Gene 
20 beispielsweise durch IPTG (Isopropylthiogalactosid) induziert werden, wenn als 
Mikroorganismus E. coli JM109 oder E. coli HBlOl verwendet werden. Bei der Verwendung 
von E. coli Dri5 ist die Induktion mit IPTG, wie fachmannisch bekannt, nicht notwendig. 

Die Biotransformation kann nach ublichem Anzuchten der Zellen in einem einphasigen oder 
25 zweiphasigen System, vorzugsweise in einem zweiphasigen System, durchgefuhrt werden. 

Als einphasiges System kbnnen fachmannisch libliche PufFer-Medien wie beispielsweise 
niedermolare PhosphatpufTer oder Tris-Puffer angewendet werden. 

30 Als zweiphasiges System konnen die genannten fachmannisch iiblichen PufFer-Medien 
zusammen mit einem fiir das Edukt loslichen organischen Lbsungsmittel verwendet werden. 
Als organische Lbsungsmittel sind beispielsweise Ester, Alkohole, halogenierte Kohlenwas- 
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serstofFe, Ether, aliphatische C5.i2-KohlenvvasserstotFe oder aromatische KohlenwasserstofFe 
geeignet. AJs Ester konnen Essigsaureester wie Essigsauremethyl-, Essigsaureethyl-, 
Essigsaurepropyl- und Essigsaurebutylester verwendet werden. Als Alkohole konnen C4-10- 
AJkohole wie Hexanol, Heptanol und Octanol verwendet werden. Als aromatische 
Kohienwasserstoffe konnen beispielsweise Benzol, Toluol und Xylol verwendet werden. Als 
halogenierte Kohienwasserstoffe konnen beispielsweise Chloroform und Dichlormethan 
verwendet werden. Als Ether konnen beispielsweise Diethylether, Tetrahydrofiiran, Methyl- 
tert-butylether und Dibutylether verwendet werden. Als aliphatische Cs-u-Kohlenwasserstoffe 
sind beispielsweise Pentan, Hexan, Heptan, Octan, Nonan und Decan geeignet. 



Geeignet ist ebenfalls ein zweiphasiges System in welchem die zweite Phase aus dem Edukt 
und / oder aus dem Produkt besteht. Um die Loslichkeit des Eduktes zu erhohen, konnen 
Cosolvenzien eingesetzt werden. Als Cosolvenzien konnen entweder niedermolekulare 
aliphatische Alkohole wie beispielsweise Methanol, Ethanol, Propanol, Isopropanol, tert- 
15 Butanol oder inerte Losungsmittel wie beispielsweise Dimethylsulfoxid, Aceton, Acetonitril 
verwendet werden. 

Oblicherweise wird die Biotransformation in Gegenwart einer C-Quelle durchgefiihrt. Als C- 
Quelle sind beispielsweise Kohlenhydrate wie Glucose, Fructose oder Saccharose und 
20 Zuckeralkohole wie Glycerin geeignet. 

Der pH-Wert cier Medien kann in einem Bereich von 5 bis 10, vorzugsweise von 6 bis 8, 
liegen. 

25 Zweckmassig wird die Biotransformation bei einer Temperatur von 5 bis 60 vorzugsweise 
von 10 bis 40 ''C. durchgefuhrt. 

Nach einer Umsetzungszeit von wenigen Minuten bis 50 h, kann dann das gewunschte Produkt 
in hoher Ausbeute und Enantiomerenreinheit (ee) isoliert werden. 

30 
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Bcispiel 1 

Anzticht dcr Mikroorganismen 

Zellen von E. coli JM109/pKAR,pKKGDH (DSMZ 1 1902) wiirden in einem 20 1 Fermenter in 
12 1 Mineralsalzmedium (Tabelle 1) bei 22 °C angeziichtet. Nach 6 h wurde IPTG 
hinzugegeben, urn die Zellen zu induzieren. Dann wurde Glycerin hinzugegeben und die Zellen 
bis zu einer optischen Dichte ODr»50nm = 41,8 innerhalb 52 h angeziichtet. Dann wurden die 
Zellen bei -80 °C aufbewahrt. 
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Tnbelle 1 

Hefeextrakt 0,5 g/l 

Glycerin 30 g/l 

MgCb X 6 H2O 0.8 g/l 

CaClz 0.16 g/l 

(NH4)2S04 2,0 g/l 

SLF-L6sung 1,0 ml/1 

Fe-EDTA-L6sung 1,5 ml/1 

PPG-2000 0,1 g/l 

Na2HP04x2H20 1,0 g/l 

KH2PO4 1,0 g/l 

K2HPO4 1.0 g/l 

Thiamin 1 0 mg/1 



SLF-Losung: 

KOH 15,1 g/l 

EDTANa2x2H20 100 g/I 

ZnS04 X 7 H2O 9,0 g/I 

MnCl4 X 4H2O 4,0 g/l 

HjBOj 2,7 g/l 

CoCb X 6H2O 1,8 g/l 

CUCI2X2H2O 1,5 g/l 

NiCl2x6H20 0,18 g/l 

Na2Mo04 X 2H2O 0,27 g/l 

Fe-EDTA-Losiing: 

KOH lOg/L 

EDTANa2 x 2H2O 50 g/L 

FeS04 x 7H2O 20 g/l 
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Herstcllung von 4,4,4-Trinuor-3(R)-hydroxybiittersiiurcethyIester 

a) Zu 800 ml Mineralsalzmedium (Tabelle I) enthaltend E.coli JMI09/ pKAR,pKKGDH bei 
einer OD^,,,,^ von 7,2 wurden 140 u Glucose und 0,56 g NADP^ hinzugegeben. 400 ml 
Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester wurde hinzugefugt und die 
resultierende Mischung in einen 2 1 Fermenter gegeben, bei 400 Upm genihrt und mit Luft 
(400 ml/min.) begast. Der pH wurde durch Zugabe von I M Na2C03 auf 6,0 gehalten. 
Nach 24 h enthielt die organische Phase 48 g 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
hydroxybuttersaureethylester mit einem ee-Wert von >99%, entsprechend einer moiaren 
Ausbeute von 67,8 %. 



b) Zu 800 ml KaliumphosphatpufFer (100 miM, pH 6.0) enthaltend die Mikroorganismen 
gemass Beispiei 1 bei einer ODssonm von 30,7 wurden 140 g Glucose und 0,56 g NADP' 
hinzugefugt 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester 
wurden hinzugegeben und die resultierende Mischung in einen Fermenter entsprechend 
Beispiei 2a eingespeist. Der pH wurde durch Zugabe von 1 M NajCOj auf pH 6,0 gehalten. 
Nach 25 h \vurden nochmals 10 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethylester hinzugefugt. Nach 45 
h enthielt die organische Phase 49 g 4.4.4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethylester mit 
einem ee-VVert von > 99 %. entsprechend einer moiaren Ausbeute von 60,6 %. 

c) Zu 800 ml KaliumphosphatpufFer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli JM109/ 
pKAR,pKKGDH bei einer OD050 von 7,6 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP' 
zugegeben. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethyiester wurden 
hinzugefligt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm 
gertihn und mit Luft (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM NajCO, 
auf 6.0 gehalten. VVeitere 50 mg N.ADP" wurden 5 h nach Start des Fermenters 
zugegeben Nach 24 h enthielt die organische Phase 50 g 4.4.4-Trifluor-3(R)- 
hydro.xybuttersaureethylester mit einem ee-Wen von >99,8%. entsprechend emer moiaren 
Ausbeute von 71% 
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d) Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR, 
pKKGDH bei einer ODr.so von 6,5 wiirden 140 g Glucose und 50mg NADP" zugegeben. 
400 mi Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-TrifIuoracetoacetatethylester wurden 
5 hinzugefligt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm 

geriihrt und mit Luft (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C0? 
auf 6,0 gehalten. Weitere 50 mg NADP" vvairden jeweils nach 5 h und 26 h zugegeben. 
Nach 46 h enthielt die organische Phase 35 g 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
hydroxybuttersaureethylester mit einem ee-Wert von 99,7%, entsprechend einer molaren 
1 0 Ausbeute von 51%. 

Beispiel 3 

1 5 Herstelliiiig von 4,4,4-Tnniior-3(R)-hydroxybuttersaureisopropyIester 

a) Zu 800 ml Mineralsalzmedium entsprechend Beispiel 1 enthaltend E. coli JM109/pKAR, 
pKKGDH bei einer ODr.sonm von 9,7 vsairden 140 g Glucose und 0,56 g NADP' 
hinzugefligt. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoressigsaureisopropylester 

20 wurden hinzugegeben und die resultierende Mischung in einem Fermenter entsprechend 

Beispiel 2 eingespeist. Der pH vvurde durch Zugabe von 1 M NaiCO? auf pH 6,0 gehalten. 
Nach 21' h enthielt die organische Phase 42,2 g (R)-4,4,4-Trifluor-3- 
hydroxybuttersaureisopropylester mit einem ee-Wert von >99 %, entsprechend einer 
molaren Ausbeute von 59,7%. 

25 

b) Zu 800 ml Kaliumphosphatpuffer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli 
DH5/pK/VR,pKKGDH bei einer ODeso von 8,5 wurden 140 g Glucose und 50mg NADP' 
zugegeben. 400 ml Butylacetat enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatisopropylester 
wurden hinzugefugt und die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 

30 400 Upm geruhrt und mit Lufc (400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM 

Na2C0j auf 6,0 gehalten. Weitere 50 mg NADP' wurden 5 h nach Start des Fermenters 
zugegeben Nach 24 h enthielt die organische Phase 32 g 4,4,4-Trifluor-3(R)- 
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hydroxybuttersaureisopropylester mit einem ee-Wert von >"99,9%, entsprechcnd ciner 
molaren Ausbeute von 46%. 

5 Beispiel 4 

Hersteliung voii 4,4,4,-Triniior-3(R)-hydroxybuttersaurchexylestcr 

Zu 800 ml KaliumphosphatpufFer (0, 1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/ pKAR,pKKGDH 
10 bei einer ODr,5o von 9,5 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP' gegeben. 400 ml 

Butylacetat enthaltend 70 g 4.4,4-Trifluoracetoacetathexylester wurden hinzugefiigt und die 
resultierende Mischung in einen 2-I-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geriihrt und mit Luft 
(400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C03 auf 6,0 gehalten. Weitere 
50 mg NADP' wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
15 organische Phase 2 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurehexyIester mit einem ee-Wert von 
>99,9%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 3%. 

Beispiel 5 

20 

Hersteliung von 4,4,4,-Trifliior-3(R)-hydroxybuttersaurecycIohexyJcster 

Zu 800 ml KaliumphosphatpufFer (0,1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei • 
einer ODr,5o von 8,9 wurden 140 g Glucose und 50 mg NADP' zugegeben. 400 ml Butylacetat 

25 enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatcyclohexylester wurden hinzugefiigt und die 
resultierende Mischung in einen 2-l-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geriihrt und mit Luft 
(400 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C03 auf 6,0 gehalten. Weitere 
50 mg NADP wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben Nach 24 h enthielt die 
organische Phase 16 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurecyclohexylester mit einem ee- 

30 Wert von >99.9%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 23%. 
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Herstellung von 4,4,4,-Triniior-3(R)-hydroxybuttersaurebenzylester 

5 Zu 800 ml Kaliumphosphatpufter (0, 1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer OD^so von 9,0 mirden 140 g Glucose and 50 mg NADP' zugegeben. 400 ml Butylacetat 
enthaltend 70 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatben2ylester vvurden hinzugefiigt und die resultierende 
Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geruhrt und mit Luft (400 ml/min) 
begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C03 auf 6,0 gehalten. Weitere 50 mg NADP' 
10 vvurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die organische Phase 6 g 
4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurebenzyiester mit einem ee-Wert von >99,9%, 
entsprechend einer molaren Ausbeute von 9%. 

15 Beispiel? 

Herstellung von 4,4,4,-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaure-2-ethoxyethyIester 

Zu 600 ml KaliumphosphatpufTer (0, 1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
20 einer ODr,5o von 10,2 warden 105 g Glucose und 37,5mg NADP^ zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaltend 35 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethoxyethylester wurden hinzugefugt und 
die resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm geruhrt und mit Luft 
(300 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C03 auf 6,0 gehahen. Weitere 
37,5 mg NADP' wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
25 organische Phase 4 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethoxyethylester mit einem ee- 
Wert von 98,6%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 12%. 



BNSCX5CID: <WO 9942590A1_L> 



wo 99/42590 
Beispiel 8 



16 



PCT/EP99/01017 



Herstellung von 4,4,4,-Triniior-3(R)-hydroxybuttersaurc-2-(2-etlioxyethoxy)ethylester 

5 Zu 600 ml KaliumphosphatpufTer (0. 1 M, pH 6,0) enthaltend E coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer ODr.so von \0J wurden 105 g Glucose und 37,5 mg NADP' zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaltend 35 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatethoxyethoxyethylester wurden 
hinzugefligt und die resultierende Mischung in einen 2-!-Fermenter gegeben, mit 400 Upm 
geniihrt und mit Luft (300 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM NaaCOs auf 
10 6,0 gehalten. Weitere 37,5 mg NADP' vvurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 
24 h enthielt die organische Phase 5 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaureethoxy- 
ethoxvethvlester mit einem ee-Wert von >99,9%, entsprechend einer molaren Ausbeute von 
16%. 

15 

Beispiel 9 

Herstellung von 4,4,4,-Trinuor-3(R)-hydroxybuttersaureniethylester 

20 Zu 600 ml KaliumphosphatpufFer (0, 1 M, pH 6,0) enthaltend E. coli DH5/pKAR,pKKGDH bei 
einer ODr,5o von 11,4 wurden 105 g Glucose und 37,5mg NADP" zugegeben. 300 ml 
Butylacetat enthaltend 33 g 4,4,4-Trifluoracetoacetatmethyiester vvurden hinzugefligt und die 
resultierende Mischung in einen 2-1-Fermenter gegeben, mit 400 Upm genihrt und mit Luft 
(300 ml/min) begast. Der pH wurde durch Zugabe von IM Na2C03 auf 6,0 gehalten. Weitere 

25 37,5 mg NADP' wurden 5 h nach Start des Fermenters zugegeben. Nach 24 h enthielt die 
organische Phase 3,6 g 4,4,4-Trifluor-3(R)-hydroxybuttersauremethylester mit einem ee-Wert 
von 96,l°/(), entsprechend einer molaren Ausbeute von 7% 
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Verfahren zur Herstellung von Trifluor-3(R)-hydroxybuttersaurederivaten der allgemeinen 
Formel 



R* -0R^ worin R^ Wasserstoff, Ci-io-Alkyl, Ci.io-Alkenyl, Cj.sCycloalkyl, Aryl, 
Alkoxyalkyl oder Alkoxyalkoxyalkyl ist, 

-NR-'R**, worin R'* und R"* gleich oder verschieden sind und fur Wasserstoff, Ci-ur 

Alkyl, Ci,i()-Alkenyl, C^.s-Cycioalkyl oder Aryl stehen, oder 

-SR^ worin R' Wasserstoff, Ci-io-Alkyl, Ci-io-Alkenyl, A17I oder C.vs-Cycloalkyl ist, 
bedeutet, 

umfassend die Umsetzung eines Trifluoracetessigsaurederivats der allgemeinen Formel 



worin R' die genannte Bedeutung hat, mittels Mikroorganismen, die befahigt sind eine 
Carbonylflinktion zu reduzieren oder mittels einem zellfreien Enzymextrakt dieser 
Mikroorganismen. 

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformation mittels 
Mikroorganismen der Gattung Escherichia durchgefiihrt wird, die mit einem Gen 
transformiert sind, das fur ein Enzym codiert, welches befahigt ist, eine Carbonylftinktion 
zu reduzieren 




I 



worm 
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Verfahren nach Anspmch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformatioii mittels 
Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli J1VI109, Escherichia coli HB 1 01 oder 
Escherichia coli DH5 durchgefuhrt wird, die mit einem Gen transformiert s:nd, das fur ein 
Enzym codiert, welches befahigt ist, eine Carbonylfiinktion zu reduzieren. 

Verfahren nach einem der Anspniiche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation mittels Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli JM109, 
Escherichia coli HBlOl oder Escherichia coli DH5 durchgefuhrt wird, die mit Genen 
transformiert sind, die sowohl fiir ein Enzym, welches befahigt ist, eine Carbonylfiinktion 
zu reduzieren, als auch fur eine Glucosedehydrogenase codieren. 

Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Biotransformation mittels 
Mikroorganismen der Spezies Escherichia coli JM109 oder der Spezies Escherichia coli 
DH5 durchgefuhrt wird, die mit den Plasmiden pKAR und pKJCGDH transformiert sind, 
wie hinterlegt unter der Hinterlegungsnummer DSM 1 1902 bzw. DSM 12566. 

Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation bei einer Temperatur von 5 bis 60°C durchgefuhrt wird. 

Verfahren nach einem der Anspnuche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Biotransformation bei einem pH von 5 bis 10 durchgefuhrt wird. 
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siehe Seite 2308 - Seite 2309; Abbildungen 
2,3.7 

-/- 



1,6,7 

2,3 
2,3 



[x] 



Weitere Veroftentlichungen sind der Fortseizung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



' BesOTKlere Kategorien von angegebenen Veroftentlichungen 'T' 
"A" Verbffentlichung. die den allgemeinen Stand der Technik definiert, 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" Slteres Dokument. das jedoch erst am oder nach dem jnterr>ationalen 

Anmeldedatum verdffentlicht worden ist „^ 

"L" Veroffentltchung, die geeignet ist, einen Prioritatsanspruch zv^eifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbehchl genannten Veroffentlichung belegt werden ,,y 
soil Oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefiihrt) 

"O" Verbtfentlichung. die sich auf eine miindliche OWenbarung. 

eine Benutzung. eine Ausstetlung oder andere Maflnahmen bezieht 
"P" Veroffentltchung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum, aber nach 

dem beanspruchten Priorilalsdatum veroffentlicht worden ist * 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem interr^tionalen Anmeldedatum 
Oder dem Prk)rit&tsdatum verdffentlk;ht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht kollidtert. sondern nur zum Verstandnis des der 
Ertindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein auf grurul dieser Veroffentlichung nrchi ata neu oder auf 
erfindehscher Tdtigkeit beruhend betrachtet werden 

Verdflentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht ats auf erfindenscher Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdtfentllchung mit eIner Oder mehreren anderen 
Verbffenttichungen dieser Kategone in Veibindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheliegend ist 

Verdffentlichung. die Mitglied derselben Patentfamilie ist 



Datum des Abschlusses der intemationalen Recherche 



16. Juni 1999 



Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 



29/06/1999 



Name und Postanschnft der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentaml. P.B. 5fi1B Patenllaan 2 
NL - 2280 HV Riiswijk 
Tel <4.31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (-i-SI-ZO) 340-3016 



Bevotlmachtigler Bediensteter 



van Klompenburg, U 



Fofmt>lattPCT/ISA/2lO(Blan2)(JuH 1992) 



Seite 1 von 2 



BNSDOCID: <WO_9942590A1J_> 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Ir. ational«s Aktenzeichen 

PCT/EP 99/01017 



C.(Fortftetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie' Bezetchnung der Verottentlichung, soweit ©rtorderiich unter Angabe der in Betracht kommerxlen Teita 



B«tr. Anspruch Nr. 



EHRLER ET AL: "Notiz iiber 
mlcroblologische Umsetzungen mit 
Halobacterlum haloblum: Reduktlon von 
3-Oxobutansaure-ethyl ester und Hydrolyse 
von 3-Hydroxybutansaure-ethyl ester . 
Cooperative Effekte von Reduktase und 
Hydrolase" 

HELVETICA CHIMICA ACTA, 

Bd. 72, 1989, Seiten 793—799, XP002008201 
siehe Seite 796 - Seite 798; label le 2 



1.6 



EP 0 645 453 A (DAICEL CHEM) 29, 
siehe Seite 7, Zelle 31 - Zelle 
Belsplele 16-19 



Marz 
51; 



1995 



2-4 



Fomnblan PCT/ISA/210 ( Fortsetzung von Btart 7\ (Juli 1992) 



Seite 2 von 2 



BNSDOCID; <WO . 9942590A1.J > 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Ir atlonaies Aktenzeichen 

PCT/EP 99/01017 



Im RecherchenberichI 
angefuhrtes Patentdokument 



Datum der 
VerOtfentlichung 



Mitglied(er) der 
Patentfamilie 



Datum der 
Verdftentlichung 



WO 9318138 



16-09-1993 



CA 
DE 
DK 
EP 
JP 
US 



2117482 A 
59306681 0 
630402 
0630402 
7505770 
5523223 



16-09-1993 
10-07-1997 
22-12-1997 

28- 12-1994 

29- 06-1995 
04-06-1996 



EP 0645453 



29-03-1995 



JP 
US 



7231785 A 
5763236 A 



05-09-1995 
09-06-1998 



FormbiaR PCT/lSA/2lO(Anhang Paronifamili«HJuli 1992) 



BNSDOCIO: <WO 9942590A1 I > 



